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背景と目的 
エステラーゼは基質特異性や有機溶媒安定性
などから工業的にも広く利用されている。我々は
これまでに、Ralstonia sp. NT80株（NT80）由
来エステラーゼ（Est80）が特に３種のラクトン
化合物に対して高い特異性を有することを見出
している 2)。また、本酵素の機能向上を目的とし
て、様々な変異を本酵素の野生体（wt）に導入す
ることで、熱安定性、有機溶媒安定性を向上させ
た変異体（mut）を得ることにも成功している 1)。
この変異が本酵素の立体構造にどのような変化
を起こし、機能向上をもたらしているのかをタン
パク質の立体構造の観点から理解することは、本
酵素の工業的な利用においても有益な情報をも
たらすと考えられる。 
一方、生体内において本酵素がどのような働き
をしているのかを理解するための一助として、転
写単位、および転写開始点の同定が行われたが 2)、
生物学的意義は見出されていない。そこで本研究
では、Est80を高い濃度、純度で精製し、立体構
造解析を行うための結晶化を目指した。また、
est80 遺伝子破壊株を作成し、表現型観察を行う
ことで生体内における機能解明を目指した。 
1.実験方法 
1-1.Est80の高濃度精製 
先行研究によって本酵素の精製法は確立され
ていたが、酵素の特性理解が目的であった先行研
究に比べ、酵素の結晶化を最終目的としている本
研究ではさらに高濃度の精製酵素が必要となる。 
そこで、大腸菌内で発現させた Est80 を抽出する
際に用いる界面活性剤を従来の EMULGEN 
LS114から結晶構造解析において成功例が報告さ
れている n-Dodecyl--D-maltoside（DDM）に変更
した。また Arginineを添加することで可溶化効率
の改善を図った。 
1-2.Est80の結晶化条件のスクリーニング 
 精製した Est80を限外ろ過により濃縮し、シッ
ティングドロップ蒸気拡散法により結晶化条件
をスクリーニングした。スクリーニングキットに
は Wizard（Emerald社）を使用した。 
1-3. est80遺伝子破壊株の作製および表現型観察 
 est80 遺伝子をカナマイシン耐性遺伝子で分断
する構造の DNA断片を調製し、Electroporation法
により NT80 株を形質転換した。カナマイシン耐
性で選択することで遺伝子破壊株を得た。 
 野生株と est80 破壊株をポリペプトン培地で培
養し、植菌から 1 時間毎に 10 時間後まで OD600
を測定し、生育速度への影響を観察した。その一
方で、最少培地に Est80の基質であるラクトン化
合物を炭素源として添加、培養したものについて
も同様に生育速度を観察した。 
また、野生株と est80破壊株を試験管内で 24時間
静置培養し、試験管に付着したバイオフィルムを
0.1 %クリスタルバイオレットで染色後、エタノー
ルで溶出し、595 nmにおける吸光度を測定するこ
とでバイオフィルム形成能を評価した。  
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Fig.2 破壊株の Biofilm 形
2.結果および考察 
2-1.Est80の高濃度精製 
大腸菌内で発現させた Est80 を抽出する際、
bufferにアルギニンを添加すること、また使用す
る界面活性剤をDDMに変更することで可溶性画
分に検出された Est80 の量は以前の方法と比較
してそれぞれ 2.6 倍、1.9 倍に増加した。可溶性
効率の向上により、精製タンパク質の収量を増加
させることに成功した（Table 1）。 
 
 
 
 
 
2-2.Est80の結晶化条件のスクリーニング 
 それぞれの精製タンパク質について 48種の条
件を検討したが Est80の結晶化は観察できなかっ
た。多くの条件でタンパク質の沈殿も観察できな
かったことから、より高濃度の精製 Est80を用い
る必要があると考えられる。 
2-3. 破壊株の表現型観察 
 当研究室のこれまでの研究から、est80はポリペ
プトン培地における対数増殖期から発現してい
ることが分かっており 2)、細胞の増殖にも関与し
ている可能性が示唆されていた。しかし野生株と
破壊株の生育速度に顕著な差は観察されなかっ
た（Fig. 1）。最少培地においても破壊株の生育遅
延は観察されず、Est80 はラクトン化合物の資化
や細胞の増殖には直接的な関与はしていないこ
とが考えられた。 
一方、近縁種である Pseudomonas aeruginosa
おいてエステラーゼ破壊により運動性の低下や
バイオフィルム形成能の低下が報告されている。
これは細胞膜に局在したエステラーゼがラムノ
リピッドと呼ばれる微生物由来の界面活性剤の
分泌を介助しており、エステラーゼの破壊によっ
てラムノリピッド分泌能が低下することで細胞
の流動性が低下し、結果として運動性やバイオフ
ィルム形成に異常をきたすというものであった 3)。     
 
 
 
 
 
 
 
Est80も本研究において多くが細胞膜画分に局
在することが示唆されており、破壊株においてバ
イオフィルム形成に影響が観察されることが予
想された。しかし意外にも、
est80 破壊株においてバイオフ
ィルム形成能は増加していた
(Fig. 2)。 
一方、est80破壊株において運
動性やラムノリピッド分泌量へ
の影響も観察したが、野生株と
顕著な差は観察されなかった。 
 
まとめ 
 大腸菌内で発現させた Est80 の抽出条件を改善
することで可溶化効率が向上し、精製タンパク質
収量が 2倍程度まで改善された。 
 est80 破壊株においてバイオフィルム形成量の
増加が観察された。細菌は自身が分泌するアシル
ホモセリンラクトン（AHL）という情報伝達物質
の環境濃度上昇に伴いバイオフィルム形成など
を開始するが、ラクトン特異的な Est80 が AHL
の分解を担っていると仮定すると、Est80 欠損に
より AHL の蓄積が早まり、バイオフィルム形成
量の上昇がもたらされた可能性がある。 
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Table 1. 精製 Est80の収量向上 
Fig. 1 wt, est80の生育
